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$# 羟化酶缺乏症高风险胎儿的产前诊断分析
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!!!摘要"!目的!对 # 例 $# 羟化酶缺乏症$$#k_Z%先证者家系<e;$#%$ 基因缺陷高风险胎儿进行产前分子诊断# 方法

!提取先证者及其父母的外周血ZF%"分段扩增<e;$#%$ 基因全长并测序"确定先证者及父母基因型# 采用亲子鉴定试验

排除母体ZF%污染# 针对先证者突变位点"扩增羊水 ZF%并测序# 结果!测序结果显示先证者存在 Y:9$=#I%o]纯合突

变"父母均为携带者# 比较 9C8位点未见羊水ZF%受母体ZF%污染迹象# 胎儿为该突变杂合子"判断胎儿为携带者# 培养

后羊水检测结果与培养前一致# 胎儿娩出后发育良好"证实了产前诊断结果# 结论!建立了 $#k_Z产前分子诊断方法"并成

功应用于 # 例 $#k_Z高风险胎儿的产前诊断分析#

!关键词"! $# 羟化酶缺乏症'<e;$#%$ 基因'产前诊断'短串联重复序列位点

!!!中图分类号"!8J#"KM!!!文献标志码"!%!!@5&$#GKINLNHOK&00'K#LJ$=$J#PK$G#IKGLKGGJ
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!!先天性肾上腺皮质增生症$75'>+'&4-)-@/+'-)

?63+/3)-0&-"<%_%是一组肾上腺皮质激素合成途径

中酶缺陷所致的常染色体隐性遗传病"在新生儿中

发生率为 #HMGGG

(#)

"是导致新生儿两性畸形的最常

见原因"其中 NGU cNMU的 <%_患者存在 $)羟化

酶缺陷($)

# 临床研究表明"在妊娠早期进行治疗可

以有效改善胎儿外生殖器发育状况 (I=")

# 产前分子

诊断既是宫内治疗的前提"也是防止该病患儿出生

的有效措施# 本文对 # 例有 $)=羟化酶缺乏症$$#=

?6@/5B6)-0+@+(&7&+'76"$#k_Z%孕产史的家系再妊娠

高风险胎儿进行产前分子诊断"报告如下#

=>对象与方法

作者单位$ IMGG$M 福建福州"南京军区福州总医院遗传病

分子诊断中心

通讯作者$ 兰风华"W=A-&),(?)-'GGNXSSK75A

=K=>一般资料>先证者"社会性别女"河南荥阳人"

$GGN 年 ## 月足月顺产"该患者出生时即有阴蒂肥

大"肾上腺<C检查未见异常'2超可见子宫&阴道'

骨龄片可见骨化核'电解质检测正常'血 #J=羟孕

酮,#$KJI 'A5)HD(参考值$GKJ fGKI% 'A5)HD%)#

染色体核型为 "L"PP"未检测到 e染色体男性发育

相关基因# 入院诊断,女性假两性畸形'$#k_Z# 经

本实验室进行<e;$#%$ 基因$$#k_Z致病基因%突

变分析"证实该患者为 Y:9$=#I%o]纯合突变"父

母均为相同突变杂合子# 其母亲于 $G#$ 年 # 月又

一次怀孕"胎儿及孕妇体检未见异常"在了解到所怀

胎儿具有患 $#k_Z的高风险后"要求对胎儿进行

$#k_Z的产前分子诊断#

=K?>试剂和仪器>羊水 ZF%提取试剂盒$德国

[&->+'公司%"%A&'&'E%P羊水培养基$上海 Y'.&4/5=

>+'公司%";<8通用试剂盒&ZF%分子量标准$ZF%
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D-@@+/"日本C-\-8-公司%"ZF%胶回收试剂盒$日

本2&5=()*B公司%"亲子鉴定试剂盒$美国%2Y公司%"

;5R+/H3-7$GG型凝胶电泳仪$美国 2Yk=8%Z公司%"

TZ=N"#I2凝胶成像仪 $北京六一仪器厂%"E5@=

+)M"#G <k

$

培养箱$美国F-375公司%"I#IG 型遗传

分析仪&$J$G 型;<8仪$美国%2Y公司%#

=K@>方法>

=K@K=!羊水的采集&培养及 ZF%的提取!孕妇于

妊娠 #L周时"由产科医师在2超引导下抽取羊水 IG

c"G A)"置无菌容器中送检"离心后"取部分沉渣"提

取基因组ZF%'另一部分"加入适量培养基"置 IJ b&

MU<k

$

环境培养 J c#G @后"提取基因组ZF%

(M)

#

=K@K?!先证者及父母基因突变查找!提取先证者

及父母外周血 ZF%"参照文献方法(L)进行 ;<8扩

增# 引物$表 #% 委托上海生工合成"扩增<e;$#%$

基因全部外显子及启动子区# ;<8产物经电泳后

回收送上海生工测序#

=K@K@!短串联重复序列$0?5/44-'@+A/+3+-4"9C8%

位点分析!取羊水ZF%&胎儿父母及先证者的外周

血ZF%"按试剂盒说明书进行 ;<8扩增"产物在

I#IG 型遗传分析仪上检测"用]+'+E-33+/"KG 软件

分析 9C8位点"以评估母体ZF%污染(J=V)

#

=K@KA!胎儿基因突变检测!在排除母体ZF%污染

的基础上"根据先证者突变所在位置"对羊水 ZF%

进行;<8扩增并测序#

表 #!<e;$#%$ 基因的;<8扩增引物

片段
引物序列

$M-一 I-%

退火温度$b%

%1 C]<%CCC<<<CC<<CC]<CC<

%8 <C]%]]C]<<%<CC%C%]<C< MV

21 CCCC]CC<CC<%]]<]%CC<%

28 C<<%]%]<%]]]%]C%]C<C< MV

<1 <<]]%<<C]C<<CC]]]%]%<C%<C

<8 <C]%]C]]<C]]]C]%%%C]]%%<% L$

?>结>果>

?K=>先证者及父母<e;$#%$ 基因测序分析!对先

证者<e;$#%$ 基因的 ;<8产物测序显示,先证者

存在Y:9$=#I%o]纯合突变$图 #Z%"其父母亲均

为该突变杂合子$图 #2=<%# 结果亦经反向测序证

实#

?K?>胎儿 <e;$#%$ 基因序列分析!胎儿羊水

ZF%测序显示,在与先证者同一位置上存在 Y:9$=

#I%o]杂合突变"为 $#k_Z携带者$图 #W=1%"胎

儿羊水培养前后测序结果一致"且结果经反向测序

证实#

?K@>9C8分析结果>比对胎儿及其父母 9C8基因

型"结果显示"羊水ZF%来自独立个体"其母亲独有

的 L 个 9C8位点"均未在羊水 ZF%中出现"同时性

别位点显示胎儿为男性$图 $%#

图 #!<e;$#%$ 基因测序结果

!!%,无关对照<e;%$ 基因部分测序图'2&<,先证者父亲&母亲部分测序图'Z,先证者部分测序图'W&1,羊水培养前&后部

分测序图# $红色箭头示突变碱基处%
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图 $!家系部分 9C8位点

经比对%1<中有一半等位基因来源于父亲"另一半来源于母亲

@>讨>论

!!$#k_Z的致病基因$<e;$#%$%定位于人类 L

号染色体短臂 L3$#KI 的 _D%

(

基因聚集区"该区

域同时存在相应的无活性假基因$<e;$#;%"与真

基因 <e;$#%$ 同源性高达 NVU

(N)

# 现今发现的

<e;$#%$ 基因突变有 #MN 种"但只有极少数关于中

国人群的报道# $#k_Z的临床表现复杂多样"不同

的基因缺陷对酶活性的影响也不同"导致临床表现

的差异# 本文中先证者 Y:9$=#I%o]突变发生在

第 $ 内含子 I-端剪接受位"属于剪接突变"将引起

A8F%剪接异常"阅读框架改变"致使酶活性降低"

临床表现为单纯男性化型(#G)

#

!!$GGG 年台湾报道了首例中国人 <%_的产前诊

断(##)

"大陆仅见个别报道(#$)

# 本研究中首先对先

证者进行家系调查"确认父母非近亲结婚后"再确定

先证者的基因突变位点# 利用亲子鉴定方法"排除

羊水ZF%中母体 ZF%污染后"经检测确认胎儿存

在与其父母一样的杂合突变"且羊水培养前后检测

结果一致# 由于该病为隐性遗传病"杂合子不发病"

胎儿母亲决定继续妊娠至分娩# 回访胎儿娩出后发

育良好"证实了产前诊断结果#

!!$#=羟化酶缺陷症是一个能够进行产前治疗的

遗传性疾病# 研究证明"宫内治疗对女性患儿治疗

有效率可达 VMU"可显著减轻或消除新生儿外生殖

器畸形症状(I)

# 因此"胎儿性别确定是本病产前治

疗的重要前提# 本实验中通过检测 #L 个 9C8位点

$含 # 个性别位点%来排除母体 ZF%污染# 虽然国

内外已有应用 9C8位点分析排除母体 ZF%污染的

报道(#I=#")

"但大多只选择 $ cI 个位点进行分析#

本实验室将亲子鉴定实验中的 #L 个 9C8位点用于

遗传病产前分子诊断(M"V)

"该方法具有以下几个优

势,

$

由于 9C8位点更多"能更全面的反映羊水

ZF%受母体 ZF%污染的情况'

%

判断羊水 ZF%样

本是否来自独立个体'

&

对胎儿性别的检测"可以指

导临床宫内治疗'

)

通过鉴定家系间成员的亲缘关

系"判断突变基因的来源"发现新生突变# 因此该方

法被欧美国家许多分子诊断实验室所采用(#M)

#
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@>讨>论

.医学源流论/言,*煎煮之法最宜深讲"药之效不效"全

在乎此#+正确掌握中药的煎煮方法是保证中药临床疗效的

重要环节"特殊中药必须采用特殊的煎煮方法才能达到预期

的效果# .药典/特殊中药煎法的有了初步的规定"但不够

清晰"不好掌握尺度"操作性不强#

@J=>宜先煎&不宜久煎的使用欠清晰>自然铜.药典/用法

用量规定为宜先煎"*宜+具有适合&适当"应当&应该的意

思# 宜先煎可理解为应当或应该先煎"或者是最好先煎"但

同时亦包含有不先煎也可以的含义'不宜久煎"可以理解为

不应该或不适合久煎# 高学敏编著的.中药学/

($)教材认为

不宜久煎的药物应采用后下的煎煮方式# 这里的不宜久煎

是否等同于后下1 鱼腥草不宜久煎"是单煎时不宜久煎"还

是与他药共煎时不宜久煎"亦或者是应该按后下的煎煮方式

操作".药典/没有明确# 再者"大黄用于泻下时不宜久煎亦

是如此#

@J?>久煎&后下的具体时间有待明确>适宜的煎煮时间对

保证中药汤剂的疗效至关重要# 制草乌&制川乌及附子.药

典/规定为先煎&久煎"但并没有规定具体时间# 常规认为先

煎的时间一般为 IG A&'"先煎&久煎的时间一般为 LG A&' 左

右# .中药学/

($)教材认为先煎&久煎以 "M cLG A&' 为宜#

.中华本草/记载有毒性药物的先煎时间为 LG c#$G A&'

(I)

#

"M A&'与 #$G A&'相差接近 I 倍# 后下的目的是为了减少挥

发油的损耗"避免有效成分分解破坏# 常规操作是在中药汤

剂煎好前 M c#G A&' 入药# 研究发现豆蔻(")在浸泡后下煎

煮 # A&' 左右时"汤剂中挥发油含量最高'砂仁(M)捣碎单包

浸泡 IG A&'后"在第一火离火前 $ A&' 后下"第二火时将砂

仁包先取出"不与其他方药混煎"也在第二火离火前 $ A&'

后下"汤剂中挥发油含量最高# 钩藤捣碎"浸泡 IG A&'"煎 $

次"每次煎煮 #M A&'"所得汤液生物碱煎出量最高"煎 $G A&'

以上其降压成分易破坏(L)

# 葛尔宁等(J)研究认为易挥发芳

香类后煎药的煎药时间控制在 I A&'内比较合适"以生物碱

为主要成分的后煎药"煎药时间控制在 #G c#M A&' 比较合

适# 由此可见"后下时间的不同直接影响有效成分的煎出含

量# 由于药物的性能&特点不尽相同"若能对特殊药物的煎

煮时间加以明确"则能最大限度地煎出和保留药物的有效成

分&降低药物的毒性# 另外"后下是浸泡后下"还是直接后下

等.药典/亦没有明示#

@J@>水牛角宜先煎 I ?以上实践操作困难!水牛角用法用

量项下规定宜先煎 I ?以上"是本版药典唯一注明先煎具体

时间的药物# 笔者认为在久煎水牛角 I ? 后加上与他药共

煎"累计煎药将达到或超过 M ?"对于普通患者来说操作亦有

困难# 目前普遍还是按先煎&久煎的煎煮方式处理# 再者现

在医院药房及多数中药店都使用煎药机煎药"单方煎煮达 "

cM ?"执行起来亦有困难#

笔者建议".药典/在宜先煎&不宜久煎方面应进一步清

晰定性"在久煎与后下的具体操作时间上以及后下的具体操

作方式等方面应该进一步明确"只有这样才能更好地指导实

践操作#
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